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(57) Abstract : The invention relates to a support for diagnosing and/or mon- 
itoring the progression of a trcponema infection and to a diagnostic method 
involving the use of said support. According to the invention, a support is pro- 
vided for diagnosing and/or monitoring the progression of a treponema infec- 
tion and comprises at least one immobilized cardiolipin and at least one immo- 
bilized treponema- specific antigen. The invention also relates to a method for 
diagnosing and/or monitoring the progression of a treponema infection while 
using the support. . 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft einen Trager fur 
die Diagnostik und/oder Verlaufskontrolle einer Treponema-Infektion sowie 
ein Diagnostik-Verfahren unter Einsatz des genannten Tragers. Erfindungs- 
gemass wird ein Trager fur die Diagnostik undVoder Verlaufskontrolle einer 
Treponema-Infektion bereitgestellt, der mindestens ein immobilisiertes Car- 
diolipin und mindestens ein immobilisiertes Treponema-spezifisches Antigen 
umfasst. Ferner wird ein Verfahren zur Diagnostik und/oder Verlaufskontrolle 
unter Verwendung des Tragers bereitgestellt. 
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Mittel und Verfahren zur Diagnose einer Treponemainfektion 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Trager fQr die Diagnostik und/oder Verlaufskon- 
trolle einer Treponemainfektion sowie ein Diagnostikverfahren unter Einsatz des ge- 
nannten Tragers. Treponemainfektionen kGnnen damit detektiert, bestatigt und im 
Krankheitsverlauf kontrolliert werden. 

Die Klinik der Syphilis kann grundsatzlich in unterschiedlichen Stadien verlaufen, die als 
PrimSrsyphilis, Sekundarsyphilis und TertiSrsyphilis bezeichnet werden. 

Ein direkter Erregemachweis ist lediglich im Primarstadium eine gute Diagnosemoglich- 
keit. Der Nachweis erfolgt hierbei direkt aus der Gewebeprobe und kann durch Dunkel- 
feldmikroskopie, direkte Immunfluoreszenz oder eine Treponema pallidum spezifische 
PCR durchgefuhrt werden. 

Serologische Verfahren zum Antikorpernachweis sind in alien Krankheitsstadien gut 
mbglich. Sie geben Aufschluss Qber charakteristische AntikOrperkonstellationen, die In- 
formationen Qber die BehandlungsbedQrftigkeit geben. 

im wesentlichen spielen dabei anti-Treponema pallidum-spezifische Antikdrper und Anti- 
k6rper gegen Cardiolipin eine Rolle. 

Anti-Cardiolipin-Antikorper vom IgG- oder IgM-Typ kOnnen bei Patienten mit Treponema 
Infektionen vorkommen und kdnnen mit dem CMT - Test (Cardiolipin - Mikroflockungs - 
Test, englisch VDRL Test: Veneral Disease Research Laboratories Test) oder dem RPR 
- Test (Rapid Plasma Reagin-Test) oder dem Cardiolipin Komplement-bindungs- 
reaktions-Test nachgewiesen werden. Bei diesen Analyseverfahren werden positive Si- 
gnale beim Vorhandensein von anti-lipoidalen Antikorpern in der Probe beobachtet. Der 
VDRL Test kann bei entsprechenden Probenverdunnungen quantitativ durchgefQhrt 
werden, so dass ein Titer, bei dem eine deutliche Flockung gerade noch auftritt, als posi- 
tiv gewertet wird. Der Test eignet sich gut zur Verlaufskontrolle und Therapiekontrolle, 
kann aber auch unspezifisch reagieren. Kreuzreaktionen treten unter anderem bei Au- 
toimmunerkrankungen auf, wie zum Beispiel beim Anti-Phospholipid-Syndrom oder beim 
Systemischen Lupus Erythematodes. 
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Anti-Treponema-pallidum-spezifische Antikdrper konnen gegen Proteine aus Treponema 
pallidum gebildet werden. Der Nachweis dieser Antikdrper kann als Suchtest, als TPHA 
(Treponema Pallidum Hamaggiutionations Test), TPPA (Treponema Pallidum Partikel 
Agglutionations Test) oder TPLA (Treponema Pallidum Latex Agglutinations Test) 
durchgefuhrt werden. 

Die diagnostisch relevanten Proteine aus Treponema pallidum umfassen unter anderem 
die Proteine mit Molekulargewichten von 47 kD, 44,5 kD, 37 kD, 17 kD und 15 kD (Labor 
und Diagnose, Herausgeber: Lothar Thomas, Seiten 1234 ff., TH-Books Verlagsgesell- 
schaft mbH, Frankfurt/Main, 2000; DE19536166; WO8802403; Sambri et al., Clin. Diagn. 
Lab. Immunol. 2001 May;8(3):534-9). In unterschiedlichen marktgangigen Testen (Inno- 
lia Syphilis, Innogenetics, Belgien; Treponema Marblot, MarDx, USA; Treponema Re- 
comblot, Mikrogen, Deutschland) werden Kombinationen aus diesen Proteinen auf fest- 
phasigen Tragermaterialien immobilisiert. WShrend der Inkubation der Probe mit dem 
beschichteten TrSgermaterial konnen Treponema pallidum spezifische Antikdrper an die 
Antigene binden und nachfoigend durch eine immunochemische Reaktion nachgewiesen 
werden. Der Nachweis dieser Treponema pallidum spezifischen Antikdrper kann im 
Format eines ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) zum Beispiel als Suchtest 
fur Syphilis eingesetzt werden oder im Format von Immunoblots als Bestatigungstest fur 
Syphilis. 

Immunoblots werden daher bei unklaren Befunden aus den Suchreaktionen, als Bestati- 
gungstests und zur Verlaufskontrolle eingesetzt. 

Zur Bewertung der Behandlungsbedurftigkeit sind vor allem Testverfahren zur Bestim- 
mung von anti-Treponema-pallidum-spezifischen IgM-Antikdrpern von Bedeutung. Typi- 
scherweise ist dieser Nachweis mit einem Tp-lgM-FTA Test (Fluoreszenz Treponema 
Antikorper-Absorptions-Test) oder einem Tp-lgM-Elisa oder einem Treponema pallidum 
IgM Immunoblot maglich. 

Zur serologischen Verlaufskontrolle und Therapiekontrolle sind vomehmlich Verfahren 
indiziert, die eine zumindest semiquantitative Bestimmung von anti-Cardiolipin- 
Antikdrpern beinhalten. 

In US 3,564,089 wird die Kombination von Reiter Treponemen und VDRL-Antigenen in 
einem Test verwendet, urn entsprechende Antikdrper im Patientenmaterial nachzuwei- 
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sen. Dieser Nachweis von Antikdrpem, die gegen Antigene der Reiter-Treponemen ge- 
richtet sind, ist hingegen nicht geeignet, um spezifisch auch diejenigen Antikdrper nach- 
zuweisen, die gegen den eigentlichen Erreger der Syphilis (Treponema pallidum) ge- 
richtet sind. 

Das Testformat der US3564089 ermdglicht keine getrennte Detektion der AntikOrperre- 
aktion mit den Reiter-Antigenen bzw. den VDRL-Antigenen. Vielmehr ist die nachgewie- 
sene AntikorperreaktivitSt die Summe beider ReaktivitSten. Eine separate Detektion der 
verschiedenen Antikorperreaktivitaten in dem Patientenmaterial, wie z.B. einerseits die 
Reaktivitat mit den Treponemen-spezifischen Antigenen und andererseits dem VDRL- 
Antigenen, hat jedoch Vorteile in der Diagnostik, wie an spaterer Stelle noch ausftihrlich 
erlautert wird. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten zur serologischen Bestatigung geeigneten 
Nachweisverfahren erlauben keine quantitative Bestimmung der Antikdrper in der Pati- 
entenprobe und keine Unterscheidung zwischen verschiedenen Reaktivitaten im Analy- 
senmaterial. Ferner haben sie den Nachteil, dass sie es praktisch nicht ermdglichen, zu 
bestimmen, ob eine Treponemainfektion noch akut Oder bereits abgeklungen ist. Dies 
beruht unter anderem darauf, dass Antikdrper gegen Treponemaantigen noch sehr lange 
nachweisbar sind, selbst wenn die eigentliche Infektion - das heifct das Vorliegen von 
Erregem - bereits abgeklungen ist. Ferner sind die Tests aus dem Stand der Technik 
teilweise umstandlich von der Verfahrensfuhrung und somit fur den Routinebereich und 
Hochdurchsatztechnologien ungeeignet 

Der vorliegenden Erfindung lag das technische Problem zugrunde, Mittel und Verfahren 
anzugeben, die einerseits mdglichst einfach zu handhaben sind und femer eine serologi- 
sche Verlaufskontrolle des tatsachlichen Infektionsgrads ermdglichen. 

Das voriiegende Problem wird geldst durch einen Trager fur die Diagnostik und/oder 
Verlaufskontrolle einer Treponemainfektion, der mindestens ein immobilisiertes Cardioli- 
pin und mindestens ein immobilisiertes Treponema-spezifisches Antigen enthait. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Cardiolipin zusammen mit 
Lecithin und Cholesterin eingesetzt. Diese Kombination aus Cardiolipin, Lecithin und 
Cholesterin wird im Folgenden auch als VDRL-Antigen bezeichnet. 
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Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das VDRL-Antigen die ge- 
nannten Bestandteile in folgenden Massenverhaltnissen Cardiolipin : Lectihin : Choleste- 
rin in den Verhaitnissen 0,1 bis 4,0: 1 bis 5,0: 1 bis 10,0. Bei einer weiteren bevorzugten 
Ausfuhrungsform sind die Massenverhaitnisse 1 bis 3,0 fur Cardiolipin : 1 bis 3 fur Lecit- 
hin : 5 bis 10 fur Cholesterin. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform enthalt der Trager mehrere Positionen 
mit Cardiolipin, mindestens zwei, vorzugsweise mindestens drei, besonders bevorzugt 
mindestens vier Positionen, an denen das Cardiolipin in verschiedenen Konzentrationen 
vorliegt. Diese Konzentrationen sind fur die einzelnen Positionen vorzugsweise wie folgt: 
0,10 bis 1,00 mg/ml (Position 1), 0,05 - 0,50 mg/ml (Position 2), 0,02 bis 0,2 mg/ml (Po- 
sition 3), 0,01 bis 0,1 mg/ml (Position 4). 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform enthalt der Trager mehrere Positionen 
mit VDRL-Antigen, mindestens zwei, vorzugsweise mindestens drei, besonders bevor- 
zugt mindestens vier Positionen, an denen das VDRL-Antigen in verschiedenen Kon- 
zentrationen vorliegt. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform enthalt der Trager mindestens zwei, 
vorzugsweise mindestens drei, besonders bevorzugt mindestens vier verschiedene Tre- 
ponema-spezifische Antigene, wobei jedes Antigen in einer unterschiedlichen Position 
auf dem Trager immobilisiert ist. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Treponema-spezifischen 
Antigene ausgewShlt aus Antigenen von Treponema pallidum, vorzugsweise handelt es 
sich hierbei urn die 15 kD t 17 kD, 44,5 kD und 47 kD Antigene. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der Trager weitere Kontrollen, 
die geeignet sind, die sachgemaBe Durchfuhrung des erfindungsgemaften Verfahrens 
anzuzeigen. Zu diesen Kontrollen zahlt bspw, eine Serumkontrolle, vorzugsweise Protein 
A. Diese Kontrolle zeigt an, dass der Teststreifen in der Tat beim Durchfuhren des Ver- 
fahrens mit Serum in Kontakt gebracht worden ist. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform steilt die Kontrolle eine sog. Cut-Off- 
Kontrolle dar, welche bspw. eine Verdunnung von gereinigtem humanem Immunoglobu- 
lin enthalt. Diese Kontrolle dient der Auswertung, indem ein schwacheres Signal als die 
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Cut-off-Kontrolle einem negativen Testergebnis entspricht, wahrend ein starkeres Signal 
einem positiven Testergebnis entspricht. Als Tragermaterialien kommen Nitrocellulose, 
PVDF (Polyvinylidendifluorid), Nylon, Celluloseacetat, Polystyrol in Betracht, wobei Ni- 
trocellulose besonders bevorzugt ist Es hat sich gezeigt, dass beim Einsatz von Ni- 
trocellulose ein besonders gutes Signal- Hintergrundverhaltnis, insbesondere fur das 
VDRL-Signal erhalten wird. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfGhrungsform stellen Kontrollen sogenannte Konju- 
gat-Kontrollen dar. Diese Kontrollen zeigen an, dass der Teststreifen in der Durchfuh- 
rung mit dem entsprechenden Konjugat, welches gegen humanes IgG bzw. humanes 
IgM bzw. humanes IgA gerichtet ist, in Kontakt gebracht worden ist. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfGhrungsform ist der Trager als Teststreifen ausge- 
staltet, insbesondere in einem Format, das den Einsatz in herkommlichen Verfahren der 
Immundiagnostik erlaubt 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfGhrungsform ist der Trager als Westernblot ausge- 
staltet Dabei enthalt der Trager die diversen Reagenzien in immobilisierter Form. 

Das oben genannte technische Problem wird ebenfalls gelost durch ein Verfahren zur 
Diagnostik und/oder Verlaufskontrolle einer Treponemainfektion, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dass ein oben genannter Trager mit einer Patientenprobe in Kontakt ge- 
bracht wird und so das Vorliegen von Antikorpern gegen ein Treponema-Antigen 
und/oder Cardiolipin in der Patientenprobe bestimmt wird. 

Vorzugsweise handelt es sich bei der Patientenprobe urn eine Blut- Serum-, Plasma-, 
Liquor- oder SynovialflGssigkeitsprobe des zu untersuchenden Patienten. Der Verfah- 
rensablauf entspricht den ublichen Verfahren auf dem Gebiet der Immundiagnostik und 
ist dem Fachmann gelaufig. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfGhrungsform werden die Trager nach der Test- 
durchfGhrung mit der Auswertesoftware ViraScan® (automatisch) ausgelesen und aus- 
gewertet. Die Trager werden mit ViraScan® densitometrisch analysiert. Dabei werden die 
Intensitaten der VDRL-IgG- und VDRL-lgM-Banden und die Treponemen-spezifischen- 
Antigenbanden mit der Cut-off-Kontrollbandenintensitat, die sich ebenfalls auf den Tra- 


WO 2004/040311 PCT/EP2003/0 12011 

6 

gem befindet, vergiichen. Dies erlaubt eine quantitative Bestimmung der Antikdrperreak- 
tivitaten. 

Das oben genannte technische Problem wird ferner gelost durch einen Testkit zur Dia- 
gnose einer Treponemainfektion und/oder der Verlaufskontrolle einer Treponemainfekti- 
on, wobei der Testkit einen eingangs genannten Trager enthalt sowie die weiteren Rea- 
genzien zur Durchfuhrung des diagnostischen Verfahrens sowie eine Gebrauchsanlei- 
tung zur DurchfQhrung des Assays. 

Mit dem neuen Testverfahren bzw. Trager kGnnen in einem Ansatz sowohl Treponema 
pallidum spezifische Antikorper jeweils gegen das 47 kD -, das 44,5 kD das 17 kD und 
das 15 kD Protein als auch Antikorper gegen das VDRL Antigen (Cardiolipin : Lecithin : 
Cholesterin), insbesondere Cardiolipin, nachgewiesen werden. 

Durch die Kombination von Treponema pallidum spezifischen Antigenen (47 kD 
44,5 kD-, 17 kD-, 15 kD - Proteine) mit nicht-Treponema pallidum Antigenen (z.B. Car- 
diolipin) in einem Testformat kann gewahrleistet werden, dass eine sicherere, besser 
automatisierbare und aussagekraftigere Syphilis-Diagnostik erfolgen kann. 

Im Rahmen der Stufendiagnostik zur Diagnose der Syphilis ist es somit moglich, nach 
einem Screening Test (TPPA, TPHA, TPLA, Tp Elisa) anschliefcend mit dem erfindungs- 
gemaBen Trager bzw. Verfahren sowohl die serologische Bestatigungsreaktion, als auch 
die Analyse zur Feststellung der Behandlungsbedurftigkeit, als auch die serologische 
Verlaufskontrolle durchfuhren zu k&nnen. 

Insbesondere die Verlaufskontrolle einer Treponemainfektion wird mittels des erfin- 
dungsgemSSen Tragers zuveriassig und einfach moglich. Das mit VDRL-Antigen erhal- 
tene MeGsignal ist eine zuverlassige GroRe fQr den Grad der Treponemainfektion. W3h- 
rend die in der Patientenprobe vorliegende Reaktivitat mit den Treponema-Antigenen 
relativ unabh^ngig ist von dem Grad der Infektion (d.h. der Schwere der Infektion) gibt 
das VDRL-Signal hierzu aussagekraftigere Werte. 

Bei der Auswertung der VDRL-Signale werden die Intensitaten der einzelnen VDRL- 
Banden mit der Intensitat der Cut-off Kontrollbande vergiichen und mit 0, 1 Oder 2 Vi- 
raBlot Einheiten bewertet, je nachdem ob die VDRL-Banden schwacher, gleich stark 
oder eindeutig starker als die Cut-off Kontrollbande erscheinen. Die Summe der einzel- 
nen VDRL-ViraBlot Einheiten gibt die Reaktivitat der vorhandenen Lipoidantikdrper an. 
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Hierbei korreliert die Zunahme der Summe der VDRL-ViraBiot Einheiten mit einer Zu- 
nahme der Reaktivitat der LipoidantikOrper. Eine ViraBlot-Einheit bedeutet dabei, dass 
der Wert 1 vorgegeben wird, wann ein Signal, das mit einer VDRL-Bande beobachtet 
wird, die gleiche Intensitat aufweist wie das Signal, das mit Cut-off Kontrollbande erhal- 
ten wird. 0 bedeutet dabei, dass das Signal der VDRL-Bande deutlich schwacher ist als 
das Signal der Cut-off Kontrollbande und der Wert 2 bedeutet, dass die Intensitat der 
VDRL-Bande deutlich hdher ist, als die Intensitat der Cut-off Kontrollbande. Je hoher die 
Anzahl der so ermittelten ViraBlot-Einheiten ist, urn so groBer ist die Reaktivitat von Anti- 
korpern in der Analysenprobe mit den VDRL-Banden. 

SchlieBlich erlaubt der erfindungsgemaBe Trager und das damit ausgefuhrte Verfahren 
eine Unterscheidung zwischen den Antikorperklassen IgG und IgM, die gegen VDRL 
gerichtet sind. Dies hat insbesondere auch Vorteile bei der Diagnose, z.B. bei der Beur- 
teilung der Behandlungsbedurftigkeit von Kindern mit fraglicher konnataler Syphilis. 

Es war insbesondere uberraschend, dass es gelungen ist, die korpereigenen Lipide 
(Cardiolipin, Lecithin und Cholesterin) derart auf einen festen Trager zu immobilisieren, 
dass deren Reaktivitat mit den AntikOrpern des Patientenmaterials erhalten bleibt. Dies 
war keineswegs zu erwarten, da es sich bei den Lipidstrukturen, insbesondere beim 
Cardiolipin, urn relativ labile dreidimensionale Strukturen handelt, so dass das Aufbrin- 
gen auf einen festen Trager ein hohes Risiko der Zerstdrung der relevanten Epitope dar- 
stellte. Oberraschenderweise bleiben die diagnostisch relevanten Epitope jedoch auch 
nach Fixierung auf dem festen Trager erhalten und erlauben somit einen raschen, einfa- 
chen und dennoch sicheren Nachweis der gegen Cardiolipin gerichteten Antikorper. 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

Abbildung 1 zeigt einen erfindungsgemaSen Trager mit VDRL-Antigenen verschiedener 
Konzentrationen sowie mit vier verschiedenen Treponema pallidum Antigenen, Serum- 
kontrolle und Cut-off Kontrolle 

Abbildung 2 zeigt erfindungsgemafcige Trager fQr die VDRL-lgG-VerlaufskontroIle bei 
einem Patienten mit Lues II 

Abbildung 3 zeigt die Korrelation von VDRL ViraBlot Einheiten mit den bekannten, her- 
k6mmlich ermittelten, VDRL- oder Cardiolipin-KBR Titer 

Abbildung 4 zeigt IgG und IgM- Antworten der erfindungsgemaBen Trager nach einer 
Reaktion mit menschlichem Serum bei einem Lues II Patienten mit HIV Infektion 
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Abbildung 5 zeigt IgG und IgM- Antworten der erfindungsgemaften Trager nach einer 
Reaktion mit menschlichem Serum bei einer Mutter und ihrem Kind mit fraglicher kon- 
nataler Syphilis 

Die folgenden Beispiele eriautern weiterhin die Erfindung. 

Abbildung 2 zeigt Teststreifen vom Typ IgG zur VDRL-Antigen-Verlaufskontrolle bei ei- 
nem Lues II Patienten. Die Tests wurden im Abstand von je einem Monat, in einem Zeit- 
raum von 3 Monaten durchgefGhrt Die Treponema spezifischen Antigenbanden sind auf 
jedem der Teststreifen deutlich erkennbar. Bei den VDRL-Antigenbanden, ist der Abfall 
des VDRL-IgG Titers im Verlauf der abklingende Infektion nach Therapie gut zu sehen. 

Die VDRL ViraBlot Einheiten korrelieren mit den bekannten, herkommlich ermittelten, 
VDRL oder Cardiolipin-KBR Titern. Diese Korrelation wird im Folgenden in Abbildung 3 
dargestellt. 

In Abbildung 4 sind Treponema+VDRL ViraBlot IgG und IgM-lmmunoantworten zu Lues 
II bei einem HIV Patienten dargestellt. Die Banden der Treponemen spezifischen Antige- 
ne 47 kD, 44,5 kD, 17 kD und 15 kD sind jeweils im IgG und IgM deutlich erkennbar. 
VDRL-Banden sind nur im IgM und nicht im IgG deutlich sichtbar. 

Summiert man die einzeinen ViraBlot-Einheiten fur die VDRL-ViraBlot IgG- und IgM- An- 
tikCrperbefunde auf und wertet diese mit den Treponema spezifischen Banden aus, so 
sieht man, dass der Patient, je nach Klinik, entweder kurzlich einer Infektion unterlag 
oder sich noch in einer aktiven Syphilis-Phase befindet. Das Aufbringen von VDRL- 
Antigenen und Treponema spezifischen Antigenen auf einem Trager, vereinfacht die 
Testdurchfuhrung und lasst eine schnelle serodiagnostische Aussage auf einem Blick zu. 
Anstatt wie bisher zwei Tests hintereinander durchzufuhren (z.B. VDRL und 19S-lgM- 
FTA-ABS), sind diese nun in einem Schritt integriert. 

In Abbildung 5 sind die Immunoreaktivitaten von VDRL und Treponema spezifischen 
Antigenen im IgG und IgM Imunoassay bei einer Mutter und ihrem Kind mit Verdacht auf 
konnatale Syphilis dargestellt. Im IgG bei Mutter und Kind und im IgM bei der Mutter sind 
jeweils die Banden fQr die Antigene 47 kD, 44,5 kD, 17 kD und 15 kD deutlich erkennbar. 
Die Summe der einzeinen ViraBlot-Einheiten fQr die VDRL-ViraBlot IgG- und IgM- Anti- 
korperbefunde bei der Immunantwort der Mutter zeigen eine eindeutige Reaktion fur die 
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LipoidantikOrper. Treponema spezifische IgG und IgM Banden, zusammen mit den 
VDRL- ViraBiot IgG- und IgM- Antikorperbefunden zeigen somit an, dass die Mutter erst 
kurzlich einer Treponema-lnfektion unterlag, oder je nach Anamnese, sich noch in einer 
aktiven Infektionsphase befindet. 

Da IgM-Antikorper in der Regel nicht diaplazentar auf den Fetus Qbertragen werden, 
wurde eine Therapiebedurftigkeit erst bestehen, wenn beim Neugeborenen Treponema 
spezifische IgM- Antikorper und/oder IgM-VDRL-Antikorper auf eine Infektion hindeuten, 
was in diesem Beispiel nicht der Fall 1st. Daher ISsst der Nachweis von IgG-AntikCrpern 
beim Kind in diesem Falle darauf schlieRen, dass sie diaplazentar von der Mutter Qber- 
tragen worden sind. 

Im Gegensatz zu den herkommlichen Tests unterscheidet die hier vorliegende Erfindung 
zwischen anti-VDRL-IgG- und anti-VDRL-lgM-Antikdrpern. Diese Differenzierung ermog- 
licht eine bessere Aussage der Behandlungsbedurftigkeit bei einem Kind mit fraglicher 
konnataler Syphilis. 

Nach den herkommlichen Testverfahren und den daraus resultierenden Ergebnissen 
(TPPA, 1 9S-IGM-FTA-ABS, IgG-FTA-ABS und Cardiolipin-KBR) wSre das Kind in die- 
sem Beispiel therapiert worden, insbesondere da der Cardiolipin-KBR Wert positiv aus- 
fallt (1:40). 

Mit der hier vorliegenden Erfindung ergibt sich in diesem Beispiel sowohl fur die IgM- 
VDRL-AntikOrper als auch fur die Treponema spezifischen IgM-Antikorper ein negatives 
Testergebnis, das nicht auf eine TherapiebedQrftigkeit des Kindes hinweist. Dieses Bei- 
spiel belegt den Vorteil eines separaten Nachweises verschiedener Antikorperreaktivita- 
ten in dem Analysenmaterial. 

Herstellung des Treponema Testsstreifens 

Herstellung des VDRL Antigens 

VDRL Antigen wurde aus einer Mischung aus den Einzelkomponenten Cardiolipin, Lecit- 
hin und Cholesterin in Ethanol hergestellt. Cardiolipin wurde aus Rinderherz gereinigt 
(Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL, USA), Lecithin aus Huhnerei (Avanti Polar Lipids 
Inc., Alabaster, AL, USA) und Cholesterin aus Wollfett (Avanti Polar Lipids Inc., Alaba- 
ster, AL, USA). Die Einzelkomponenten wurden in Reinheitsstufen von mindestens 98 % 
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eingesetzt. Die Einzelkomponenten lagen jeweils als Trockensubstanz vor und wurden in 
Ethanol (100%) aufgenommen. Die Konzentration von Cardiolipin betrug 4 g/l in Ethanol 
(100%), die Konzentration von Lecithin betrug 100 g/l in Ethanol (100%) und die Kon- 
zentration von Cholesterin betrug 25g/l in Ethanol (100 %). In der Reihenfolge Cardioli- 
pin, Lecithin und Cholesterin wurden die Einzelkomponenten entsprechend dem ge- 
wunschten MischungsverhSltnis gemischt. Das Gemisch wird bei Raumtemperatur 12-24 
Stunden im Dunkeln vor einer weiteren Verarbeitung aufbewahrt. In der VDRL Mischung 
lagen die Massenverhaltnisse von Cardiolipin: Lecithin:Cholesterin im Bereich von (0,1- 
4,0) : (0,1-5,0) : (0,1-10,0). Gute Ergebnisse wurden mit einer Mischung aus Cardioli- 
pin: Lecithin:Cholesterin mit einem Massenverhaltnis von 2,0:1,4:9,0 erzielt. 

Herstellung von VDRL - Verdunnungen 

VDRL Antigen wurde in phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,2 stufenweise in 1,4- 
bis 1000 -fachen Verdunnungen hergestellt. 

Herstellung von Treponema spezifischen Antigenldsungen 

47 kD Protein aus Treponema pallidum (Capricorn, USA), 44,5 kD Protein aus Trepone- 
ma pallidum (Lee Laboratories, USA), 17 kD Protein aus Treponema pallidum (Lee La- 
boratories, USA) und 15 kD Protein aus Treponema pallidum (Lee Laboratories, USA) 
wurden zur Herstellung der Treponema spezifischen Antigenldsungen verwendet. Die 
Verdunnungen der Antigene erfolgte in phosphatgepufferter Kochsalzlosung pH 7,2. Es 
wurden Konzentrationen zwischen 1 |jg/ml und 200 pg/ml pro Antigen verwendet. Gut 
geeignet haben sich beim 47 kD Protein Ldsungen mit einer Konzentration von 60 pg/mf, 
beim 44,5 kD Protein Ldsungen mit einer Konzentration von 5 (jg/ml, beim 17 kD Protein 
Ldsungen mit einer Konzentration von 10 ng/nril und beim 
15 kD Protein Ldsungen mit einer Konzentration von 20 pg/ml. 

Immobilisierung der Antigene auf festphasigem Tragermaterial 

Als festphasiges Tragermaterial wurde Nitrocelluose (Schleicher und SchQII, Dassel, 
Deutschland) eingesetzt. Die entsprechend verdunnten Antigene (Konzentrationen: 
VDRL: 1,40-fache, 28,6-fache, 55,6-fache und 111,1 -fache VerdOnnung der VDRL 
Antigenldsung; 47 kD - Protein: 60 }jg/ml; 44,5 kD - Protein: 5 ygfml] 17 kD - Protein: 
10 pg/ml; 15 kD - Protein: 20 pg/ml) konnten durch passive Adsorption auf Nitrocellulose 
als festphasigem Tragermaterial gebunden werden. Die Antigen-Ldsungen wurden mit 
einem Dispensierautomaten mit TropfengrdBen von 10,67 nl bis 85 nl und Flussraten 
von 0,5 pi/cm bis 5,0 pl/cm aufgetragen. 
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Biockierung freier Bindestellen 

Mit Antigen beschichtete Nitrocellulose wurde mit einem Puffer aus Trishydroxymethyla- 
minomethan (3,25 g/l), Natriumchlorid (7,51 g/l), Tween 20 (3,83 ml/l), Thimerosal (0,02 
g/l), Milchpulver (40 g/l), pH 7,5, bei 37 °C 30 min inkubiert, anschliefSend in einem Puffer 
aus Trishydroxymethylaminomethan (3,25 g/l), Natriumchlorid (7,51 g/I), Tween 20 (3,83 
ml/l), Thimerosal (0,02 g/l), Milchpulver (5 g/l), pH 7,5, bei 37 °C 30 min inkubiert und 
getrocknet. 

Zur weiteren Verwendung wurde die blockierte Nitrocellulose in Streifen geschnitten 
(Teststreifen). 

Entwicklung der Nitrocellulosestreifen mit Probenmaterial 

Als ProbenflQssigkeit eignen sich Serum, Plasma, CSF (zerebrospinale Flussigkeit) oder 
SynovialflQssigkeit. 

Der mit Antigen beschichtete Nitrocellulosestreifen (=Teststreifen, zum Beispiel Darstel- 
lung 1) wird in 1,5 ml Waschpuffer bestehend aus Trishydroxymethylaminomethan (3,25 
g/i), Natriumchlorid (7,51 g/l), Tween 20 (3,83 ml/l), Thimerosal (0,02 g/l), Milchpulver (5 
g/l), pH 7,5, bei Raumtemperatur 5 min auf einem Wippschuttler in einer Wanne inku- 
biert. Anschliefcend wird der Puffer dekantiert. 20 pi ProbenflQssigkeit werden zusammen 
mit 1,5 ml Waschpuffer auf den Teststreifen gegeben. Der Teststreifen wird 30 min auf 
dem Wippschuttler inkubiert. Nach der Inkubation mit ProbenflQssigkeit wird der Test- 
streifen dreimal mit jeweils 1,5 ml Waschpuffer gewaschen und anschliefcend mit anti- 
human-IgG oder anti-human-IgM Oder anti-human-IgA - alkalische Phosphatase- 
Konjugat inkubiert. AnschlieSend wird mit jeweils 1,5 ml Waschpuffer dreimal jeweils 5 
min gewaschen. In einem weiteren Waschschritt wird mit destilliertem Wasser fur 1 min 
nachgewaschen und anschliefcend mit Chromogen/Substrat L6sung (BCIP/NBT) entwik- 
kelt. Die Entwicklung wird entsprechend der Farbung einer Cut-Off Kontrolle durch De- 
kantieren der Entwicklungslosung und dreimaliges Waschen mit jeweils 1,5 ml destillier- 
tem Wasser gestoppt. 

Interpretation der FBrbungen auf den Teststreifen 

Auf den Teststreifen werden Farbeintensitaten der Antigenlinien mit der Farbeintensitat 
der Cut-Off Kontrolle verglichen. Eine FSrbeintensitat kann durch Scannen (handelsQbli- 
che Farbscannen Programm ViraScan®, Viramed, Planegg, Deutschland) der entwik- 
kelten Teststreifen quantifiziert werden. Aus den Messwerten der Farbeintensitaten wer- 
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den Vertialtnisse zur Cut-Off Kontrolle berechnet (Ratio). 1st das Ratio grolSer Oder 
gleich eins, so wird eine entsprechend gefarbte Antigenlinie als positiv gewertet. 1st das 
Ratio kleiner als eins aber grofier Oder gleich 0,5 so wird die entsprechende Antigenlinie 
grenzwertig gewertet. 1st das Ratio kleiner als 0,5 so wird die entsprechende Antigenlinie 
negativ gewertet. 

Eine Oder mehrere positive Antigenlinien der Proteine 47 kD, 44,5 kD, 17 kD oder 15 kD 
weisen auf das Vorhandensein entsprechender Antikorper in der jeweiligen untersuchten 
Probe hin. 

Eine oder mehrere positive Antigenlinien der aufgetragenen VDRL Verdunnungsstufen 
weisen auf das Vorhandensein von anti-Cardiolipin-Antikorpern eines entsprechenden 
Titers hin. Es besteht eine Korrelation zwischen dem VDRL-Titer, ermittelt nach dem 
herkommlichen VDRL Testverfahren und der quantifiziertoaren Farbeintensitat der VDRL 
Antigenlinien auf dem Teststreifen (Abbildung 3). Somit ist das TrSgergebundene VDRL 
ein geeignetes Mittel zum quantitativen, zumindest semi-quantitativen, Nachweis von 
Anti-Cardiolipin-AntikOrpern und kann somit zur Verlaufskontrolle einer Treponemainfek- 
tion herangezogen werden. 
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1. Trager fdr die Diagnostik und/oder Verlaufskontrolle einer Treponemainfektion, 
umfassend 

a) mindestens ein immobilisiertes Cardiolipin und 

b) mindestens ein immobilisiertes Treponema-spezifisches-Antjgen. 

2. Trager nach Anspaich 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Cardiolipin zusam- 
men mit Lecithin und Cholesterin als VDRL-Antigen vorliegt, wobei diese Pro- 
dukte vorzugsweise in einem Massenverhaltnis Cardiolipin : Lecithin : Cholesterin 
von 0,1-4,0:1-5,0:1-10 vorliegen. 

3. Trager nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Cardiolipin in mindestens zwei, vorzugsweise in mindestens drei, besonders be- 
vorzugt in mindestens vier verschiedenen Konzentrationen an unterschiedlichen 
Positionen des Tragers vorliegt 

4. Trager nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass minde- 
stens zwei, vorzugsweise mindestens drei, besonders bevorzugt mindestens vier 
verschiedene Treponema-Antigene in unterschiedlichen Positionen auf dem Tra- 
ger vorliegen. 

5. Trager nach einem Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Antige- 
ne ausgewahlt werden aus Treponema pallidum spezifischen Antigen, vorzugs- 
weise dem 15kD, 17 kD, 44,5 kD und 47 kD Antigenen. 

6. Trager nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Trager weitere Kontrollen umfafit. 

7. Trager nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Kontrolle eine Serumkontrolle ist, vorzugsweise Protein A. 

8. . Trager nach einem der AnsprQche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass eine 

Kontrolle eine Cut-off-Kontrolle ist, vorzugsweise enthaltend gereinigtes humanes 
Immunglobulin. 
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10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


15. 


Trager nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass er eine 
Serumkontrolle, welche vorzugsweise Protein A enthalt und eine Cut-off-KontrolIe, 
welche vorzugsweise humanes Immunglobulin enthalt, umfasst. 

Trager nach einem der AnsprQche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Trager ausgewahlt wird aus Nitrocellulose, PVDF (Polyvinylidendifluorid), Nylon, 
Ceiluloseacetat, Polystyrol. 

Trager nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Trager als Teststreifen zum Einsatz in der Immundiagnostik ausgestaltet ist. 

Trager nach einem der AnsprQche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Trager als Immunoblot ausgestaltet ist. 

Trager nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die auf 
den Trager aufgetragenen VDRL-Antigenbanden nach Reaktion mit einer Patien- 
tenprobe, vorzugsweise ausgewahlt aus B!ut, Serum, Plasma, Liquor Oder Syno- 
vialflussigkeit, eine Differenzierung zwischen anti-VDRL-IgG- und anti-VDRL-IgM 
Antikorpern, ermoglichen. 

Verfahren zur Diagnostik und/oder Verlaufskontrolle einer Treponemainfektion, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Trager nach einem der AnsprQche 1 bis 13 mit 
einer Patientenprobe in Kontakt gebracht wird und das Vorliegen von Antikorpern 
gegen ein Treponema-Antigen und/oder ein Cardiolipin bestimmt wird. 

Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktivitat von 
Antikorpern aus dem Patientenserum mit dem Cardiolipin des Teststreifens 
mehrmals uber einen ISngeren Zeitraum ermittelt wird. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Patientenprobe Blut, Serum, Plasma, Liquor Oder SynovialflQssigkeit ist. 


17. 


Verfahren nach einem der Anspruche 14-16, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Auswertung mittels der Auswertesoftware ViraScan® erfolgt. 
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18. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass 
anti-VDRL-IgG- und anti-VDRL-IgM Antikorper in einer Patientenprobe differen- 
ziert werden. 

19. Testkit zur Diagnose einer Treponemainfektion und/oder der Verlaufskontrolle 
einer Treponemainfektion, enthaltend einen Trager nach einem der Anspruche 1 
bis 13 und weitere Reagenzien sowie eine Gebrauchsanleitung zur Durchfuhrung 
des Nachweisverfahrens. 

20. Verwendung eines Tragers nach einem der Anspruche 1 bis 13 in der Diagnostik 
und/oder der Verlaufskontrolie einer Treponemainfektion. 
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